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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss eines Weichmachers (Di(2-
ethylhexyl)phthalat ) und eines Thyreostatikums (Methimazol) auf einige Aspekte
der Spermatogenese, speziell auf die Sertolizell-Anzahl und auf die Fortpflanzung

im Hoden der Wistarratte.

DEHP

In der modernen, technisierten Welt spielen Weichmacher eine wichtige Rolle.
Phthalate sind solche Weichmacher und Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) ist ein
haufiger Vertreter'. Es kommt in vielen kunststoffhaltigen Produkten vor, um deren
Dehnbarkeit und Verarbeitbarkeit zu optimieren. So gelangen Phthalate in nahezu
alle Bereiche des menschlichen Alltags: z.B. Baumaterialien, Mdbel, Bodenbelage,
Tapeten, Lebensmittel sowie deren Verpackungen, Kosmetikartikel, Kinderspielzeug
und Medizinprodukte .

Menschen sind als Verbraucher im taglichen Alltag Belastungen dieser

Weichmacher ausgesetzt.

Mehrere Studien weisen auf eine kanzerogene Wirkung des DEHP hin. Es
existieren bereits zahlreiche Untersuchungen in Zusammenhang mit Tumoren, z.B.
der Leber oder Leukamie.

Es wird diskutiert, ob sie teratogen sind (u.a. Mahood et al. 2005; Culty et al. 2008)
oder zu Entwicklungsverzégerungen fuhren.

Mittlerweile ist die stérende Beeinflussung des Hormonhaushaltes durch
Xenodstrogene bzw. ,Hormon Disruptoren®, auch endokrine Disruptoren genannt,

unstrittig, da v.a. endokrine Stoffwechselvorgédnge betroffen sind.

! DEHP: UMWELTBUNDESAMT (UBA). Pressestelle (Hg.) (2007): Phthalate — nltzliche
Weichmacher mit den unerwlinschten Eigenschaften. Empfehlung des Umweltbundesamts zum
schrittweisen Ersatz. (Presse-Informationen 003/2007, 1-24, hier S. 6 und S. 16-18 (Anhang 1). Vgl.
auch: ,Der bislang wichtigste POHTHalat-Weichmacher DEHP ist aufgrund [seiner] Freisetzungen in
allen Umweltmedien prasent.” (UMWELTBUNDESAMT (UBA) (2003): Leitfaden zur Anwendung
umweltvertraglicher Stoffe fur die Hersteller und gewerblichen Anwender gewasserrelevanter
Chemischer Produkte. Teil 5: Hinweise zur Substitution gefahrlicher Stoffe. 5.1 Weichmacher, S. 4. —
»In Deutschland wurden im Jahre 2001 etwa 62.000 t DEHP verbraucht. Die Verwendungsbereiche
und Freisetzungen in Relation zum Marktvolumen sind vergleichbar mit denen des EU-Marktes [...]"
(Ibid., S. 5).



DEHP ist dieser Stoffgruppe zuzuordnen. Der Wirkmechanismus dieser endokrinen
Disruptoren ist unterschiedlich. Ein Teil bindet an Hormonrezeptoren und |6st
dadurch eine hormonahnliche Wirkung aus. Ein anderer Teil blockiert

Hormonrezeptoren und inhibiert die eigentlich Hormonwirkung.

Der Metabolismus von Hormonen wird v.a. durch Aktivierung und Antagonisierung
von Rezeptoren in Hypothalamus, Fettgewebe, Leber und Gonaden beeinflusst.
So stehen endokrine Disruptoren im Verdacht, die Auspragung von
Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus und Adipositas unglnstig zu

beeinflussen ( Migliarini et al. 2011).

Speziell die Wirkung von DEHP als endokriner Disruptor auf Testosteron istin
diesem Zusammenhang interessant.

Testosteron ist ein Hormon, welches in den Leydigzellen auf Anregung durch das
Hormon LH ( Luteinisierendes Hormon) gebildet und dessen Spiegel im Blut tber
komplexe Ruckkoppelungsvorgénge zwischen Hypothalamus, Hypophyse und
Leydigzellen reguliert wird und welches den Spermatogenesevorgang steuert.
Testosteron fordert die mitotische und meiotische Teilung von Spermatogonien und

Spermatozyten |. Ordnung.

In den voneinander nicht unabhéngigen Rickkoppelungsvorgangen spielt auch FSH
( Follikelstimulierendes Hormon ), welches im Hypophysenvorderlappen produziert
wird, eine wichtige Rolle fur die Erndhrung der Spermatozoen, die Produktion von
androgenbindenden Proteinen und von Tubulusflissigkeit als Medium zur
Bewegung der Spermien. FSH ist als Initiator der Spermatogenese zu sehen und

bewirkt die Differenzierung von Spermatiden zu Spermatozoen.

Ruckkoppelungshemmung von Hypothalamus und Hypophyse durch Testosteron,
Ostradiol und Inhibin aus: Léffler und Petrides (2003).
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stimuliert, welches Uiber den LH-Rezeptor auf der Membran der Leydigzellen in diesen die Produktion

von Testosteron bewirkt. Testosteron stimuliert die Testosteronrezeptoren der Sertolizellen, wirkt

aber gleichzeitig Uber negative Riickkoppelung auf den Hypothalamus .

Weiter fuhrt LH-RH im Hypophysenvorderlappen zu Freisetzung von FSH, welches direkt die FSH-

Rezeptoren der Sertolizellen stimuliert.

Es scheint, dass das DEHP die Synthese, die Sekretion und die Funktion
beeintrachtigt und dadurch die ménnliche Fortpflanzung beeinflusst (Park et al
Es existieren bereits zahlreiche weitere Studien, die auf eine negative

Beeinflussung von DEHP auf die Fertilitét hinweisen.

D.h., es stellt sich die Frage, ob sie die Reproduktionsfahigkeit und die Entwicklung

beeinflussen (Park et al., 2002; Welsh et al., 2008).

Auch sind durch DEHP-Einfluss Veranderungen in der Ausbildung und Entwicklung

von mannlichen Geschlechtsorganen beschrieben. ( Wolf et al., 2000; Scott et al.,

2008 )

In diesem Zusammenhang ist das TDS ( Testicular dysgenesis syndrome ) zu

nennen, welches sich aus vier Symptomen: Hypospadie, verminderte



Spermienanzahl (< 20 Millionen/ml) bzw. Infertilitat, testikuldre Germzelltumore,
Kryptorchismus zusammensetzt, die nicht spezifisch fur TDS sind, sondern auch
singulare Krankheitsbilder sind, aber in Kombination als TDS beschrieben werden.
Missbildung des Hodens in der friihen Fetalphase kénnen zur Ausbildung des TDS
fuhren. Im Tierexperiment ist bereits mehrfach bewiesen worden, dass durch
erhdéhte Gaben von DEHP TDS bzw. TDS-ahnliche Symptome induziert werden
kénnen ( Welsh et al., 2008 ).

Nach der Aufnahme, hauptséachlich tber die Nahrung, sind Metabolite von
Phthalaten bei fast jedem Menschen in Blut und Urin nachweisbar (u.a. Aylward et
al., 2009).

Laut WHO nahert sich die Beeintrachtigung der Fruchtbarkeit der Manner durch die
Phthalate in Deutschland einem Wert, der als "kritisch" eingestuft wird (u.a. Meeker
et al., 2009). Weiter wird diskutiert, ob schon der Fetus wahrend der
Schwangerschaft mdglichen Belastungen durch einen gestérten Hormonhaushalt
der Mutter — ausgel6st durch Weichmacher — ausgesetzt ist ( Swan et al., 2009;
Drake et al., 2009). In der Schwangerschaft gelangen die Weichmacher tber den
mutterlichen in den kindlichen Kreislauf. Hier stéren sie die Entwicklung in einer
ganz sensiblen Lebensphase und schadigen so das Neugeborene. Die Folgen
kénnen sich auch erst nach Jahrzehnten, z. B. durch Unfruchtbarkeit bemerkbar
machen (Hauser et al., 2007; Wirth et al., 2008).

Das Umweltbundesamt in Deutschland weist wiederholt auf diese Risiken durch den
Kontakt mit Weichmachern hin (Pressestelle des Umwelt Bundes Amtes (Hg.)
(2007): Phthalate — die ntitzlichen Weichmacher mit den unerwiinschten
Eigenschaften S. 1-24).

Bisher sind schon Arbeiten zu den Metabolisierungsvorgangen der Weichmacher
speziell DEHP, verdéffentlicht, in welchen auf Halbwertszeiten und
Metabolisierungswege eingegangen wird.

Aktuell ricken Weichmacher und ihre noch nicht bis ins letzte Detail erforschte
Wirkung auf den menschlichen Organismus in den Mittelpunkt des
wissenschaftlichen Interesses. Es fehlt zum Teil an allgemeingultigen Richtlinien der
Bundesrepublik Deutschland bzw. der Europaischen Union; bestehende Vorgaben

mussten der aktuellen Forschungslage angepasst werden.



Methimazol

Der andere Stoff, dessen Auswirkung auf die Sertoli-Zellanzahl untersucht werden
soll, ist Methimazol.

Hierbei handelt es sich um ein Thyreostatikum, welches bei Hyperthyreose
eingesetzt wird. Es wirkt hemmend auf die Bindung von Jodid aus dem Blutplasma
an die Thyreoperoxidase und inhibiert so die Synthese von Thyroxin (Thomaz et al.,
2009).

Die Hormone Thyroxin (T4) und Trijodthyronin (T3) werden in der Schilddriise
gebildet, und ihre Biosynthese unterliegt einer negativen Rickkoppelungsachse
welche von Hypothalamus und Hypophyse gebildet wird. Uber die Ausschiittung
von TRH ( Thyrotropin releasing hormon ) stimuliert oder Gber Somatostatin inhibiert
der Hypothalamus die Ausschittung von TSH ( Thyroidea stimulierendes Hormon )
aus der Hypophyse. Die TSH-Sekretion bewirkt in der Schilddrise die Bildung von
T3 und T4, welche sowohl auf die Hypophyse als auch auf den Hypothalamus Uber
negative Ruckkoppelung wirken ( Léffler und Petrides, 2003).

Die Schilddriisenhormone T3 und T4 haben zahlreiche Wirkungen auf den
Stoffwechsel ( Glucose und Lipide ), den O,-Verbrauch, die Hirnentwicklung, das
kardiovaskulare System, das Wachstum und die Differenzierung von Zellen auch
bei der Ausbildung des Reproduktionstraktes.

Es sind eine Anzahl von Nebenwirkungen von Methimazol u.a. auf die
Fortpflanzung bekannt. In der Literatur existieren hierzu z. T. nichteinheitliche
Angaben. Bei leichter neonataler Hypothyreose wurde eine gesteigerte Proliferation
der Leydigzellen beobachtet ( Cristovo et al., 2002 ).

Als postnatale Wirkung wurden Schilddriisenhormonen ein Einfluss auf die Reifung
der Sertolizellen zugesprochen, wo sie die Proliferationsdauer und Anzahl der
Sertolizellen zu beeinflussen ( Palermo et al., 1989 und Buzzard et al., 2003 ).
Weiter wurden wahrend der Behandlung morphologische Veranderungen bei der

Ausbildung des Reproduktionstraktes beschrieben.

Interessant wére es, die eventuelle Wirkung auf die Spermatogenese und indirekt

damit auf die Reproduktionsfahigkeit genauer zu untersuchen (vgl. Kollmer, 2008 ).

Da es sich bei Methimazol um ein haufig verwendetes Medikament handelt, ist es

angebracht, die méglichen Nebenwirkungen auf die Spermatogenese genauer zu
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untersuchen, weil zahlreiche Befunde darauf hindeuten, dass die
Schilddriisenhormone die Differenzierung der Leydigzellen und Sertolizellen

beeinflussen und sogar verzégern kdnnen.

1.1 Fragestellung

Im Rahmen eines umfangreichen Forschungsprojektes wurden die Wirkung von
DEHP und von Methimazol auf die testikularen Zellen der Wisterratte mit Hilfe von
histologischen, immunhistochemischen und morphometrischen Methoden
untersucht. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einem Teilaspekt dieses
Projektes. Die folgenden zwei Aspekte sollen hierbei die Schwerpunkte bilden
(Mendis-Handagama et al., 1998).

1. Quantifizierung der Sertolizell-Anzahl nach der Behandlung mit DEHP bzw.

mit Methimazol

Die Anzahl der Sertolizellen pro Hoden-Kanalchen-Querschnitt ist ein zentraler
Parameter fur die Beurteilung der Qualitat der Spermatogenese ( vgl. Orth et al.,
1988; De Schepper, 2009; Guminska et al., 2007; Mahmoud et al., 2005). Die
Anzahl der Sertolizellen im Hoden soll an Hand der Paraffinschnitte ( Farbung:

PJS+Hamalaun) ermittelt werden.

2. Apoptotische Veranderungen im Hodengewebe nach Gabe von DEHP bzw.

Methimazol

Beeinflusst die Behandlung mit DEHP bzw. mit Methimazol die apoptotischen
Vorgange im Hoden? Die Frage soll mit Hilfe der immunhistochemischen Reaktion

von Bcl2 und Cleaved Caspase-3 naher untersucht werden.



2. Material und Methoden

Die Experimente (Tierhaltung, Behandlung der Versuchstiere) wurden im Department
of Zoology (Dr. Y. Okdah), Faculty of Science an der Menufiya University ,,Shebin
Elkom® in Agypten durchgefiihrt.

Die histologischen sowie immunhistochemischen Studien und statistischen
Erhebungen wurden am Institut fur Anatomie Il der Heinrich-Heine-Universitat in
Dusseldorf durchgefthrt.

21 Versuchstiere und ihre Behandlung mit dem Xenoéstrogen DEHP

211 Durchfiihrung des Experiments mit dem DEHP

Fur das Experiment wurden 20 Tage alte Albinoratten (Rattus norwegicus) verwendet.
Die Ratten wurden in sechs Gruppen eingeteilt, von denen jeweils drei Gruppen -
prapuberale bzw. puberale Phase der Fortpflanzung - mit DEHP behandelt wurden,
drei dienten unbehandelt als Kontrollgruppen.

Die erste Gruppe der behandelten Tiere wurde zehn Tage, die zweite zwanzig Tage,

die dritte dreil8ig Tage behandelt.

Wahrend die Ratten der Behandlungsgruppe 200 mg / kg Kérpergewicht DEHP,
suspendiert in 0,5ml Maisdl, erhielten, wurden die Ratten der Kontrollgruppe mit 0,5 ml
Maisél geflttert.

Sowohl DEHP als auch Maisél wurden oral mit einer Gavage (= Schlundsonde) taglich
zwischen 10.00 und 11.00 Uhr vormittags verabreicht.

Vierundzwanzig Stunden nach dem Erhalt der letzten Dosis wurden die Ratten getotet

und die Hoden entnommen.

21.2 Histologie

Das Hodengewebe ist in Bouin fixiert und in Paraffin eingebettet worden.

Anschlielen wurden von den Paraffin-Blécken 20 jeweils 5 um dicke Schnitte gefertigt.
Far die Untersuchung und die damit verbundene Anfarbung wurde aus den 20

Schnitten nach unserem Schema folgende Schnitte ausgewahlt:

4 PJS
7 Cleaved Caspase-3 + HE



8 Cleaved Caspase-3
10-11 Bcl2

13 PJS

15 Cleaved Caspase-3 + HE
16 Cleaved Caspase-3
18-19 Bcl2

Die Ubrigen Schnitte fanden in der Auswertung keine Berticksichtigung.

Bei den PJS-gefarbten Schnitten wurde die linke Hodenhalfte nach einem bestimmten
Schema einheitlich gewahlt und in dieser wurden bei 25 Tubuli seminiferi nach
.,Maander —Schema*“ ( versetzter Strecke innerhalb eines Schnittes ) ausgewahlt, um
die Anzahl der Sertoli-Zellkerne pro Kanalchen zu bestimmen.

Auch bei den Schnitten die mit Caspase3-AK gefarbt wurden, sind in der linken
Hodenhalfte jeweils 25 Tubuli seminiferi nach gehabtem Schema ausgewéahlt worden.
Dabei wurde die Beobachtung konzentriert auf den allgemeinen Eindruck der Zellen,
die méglche positive Reaktion und das Vorhandensein von Zellbestandteilen.

Die Bcl2 Schnitte wurden im Hinblick auf die Zellstadien der Spermatogenese
untersucht. Hierzu wurden - ausgehend von Leblond / Clermont (1952) und deren
Einteilung in die vierzehn Stadien der Spermatogenese - sieben Stadienpaare

gebildet, in den linken Hodenhélften aufgesucht, gezéhlt und ausgewertet.

Einteilung der Spermatogenesestadien nach Leblond / Clermont (1952 )
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Abb.2 Diese Ubersicht zeigt die Einteilung der Organisation der Spermatogenese-Zellen, von Leblond /
Clermont ( 1952 ) in 14 Stadien beschrieben.



Die Einzelheiten der immunhistochemischen Reaktionen von CleavedCaspase-3 und

von Bcl2 werden nun ausfihrlich in den Abschnitten 2.2 und 2.3 dargestellt.

2.2 Immunhistochemischer Nachweis des CleavedCaspase-3
Folgende Arbeibeitsschritte zum Immunhistochemischen Nachweis mit Cleaved
Caspase-3 (monoclonal aus Kaninchen: CleavedCaspase-3, Nr. 9664 Fa. Cell
Signalling, USA, s. Datenblatt unter Anhang 1, S. 66) wurden durchgefihrt :

a) Entparaffinierung im Brutschrank bei 60°C fur 20 Min., danach ohne Abklhlen in
Xylol (10 Min), im Anschluss absteigende Alkoholreihe (je 2 Min) und aqua dest.
(=a.d.)

Die Inkubationen erfolgten bei Raumtemperatur.

b) Die Schnitte wurden solange in 70% Alkohol belassen, bis der Dampfgarer

betriebsbereit war.

c) Vorbereitung im Dampfgarer:

e In ein 250 ml Becherglas wurden ca. 180 ml Zitronensaure-Na-Zitratpuffer ' als
Demaskierungspuffer mit
pH 6,0 eingefillt.

e Mit Hilfe einer Thermometersonde wurde nach ca. 20 Min eine Temperatur von
95°C erreicht.
Die Schnitte aus dem 70% Alkohol wurden in a.d. gebracht, in einen in a.d.
befindlichen Plastikstander
eingeraumt, um das Austrocknen der Schnitte zu verhindern.

e Der Plastikstdander mit den Schnitten wurde in die heil3e Demaskierungslésung
geben.

e Sobald wieder eine Temperatur von 95°C erreicht war, verblieben die Schnitte
10 Min im Dampfgarer.

e Danach wurde das Becherglas mit den Schnitten 30 Min zum Abkuhlen auf den
Labortisch gestellt.

e Nach vdlligem Abkuhlen der Schnitte wurden sie fur 2 mal je 5 Min in a.d.

gebracht.

d) Die Schnitte wurden grof3ziigig mit einem Dako Pen umkreist. Dabei wurde darauf
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geachtet, dass sie nicht austrockneten.

e) Zum Blockieren der endogenen Peroxidase :

wurden die umkreisten Schnitte waagerecht in Diakasten gelegt

(max. 8 Schnitte), deren Béden mit a.d. leicht bedeckt waren.

So entstand jeweils eine feuchte Kammer.

Danach wurde 3% H»0O, (Wasserstoffperoxid) auf die Schnitte getraufelt.

Die Schnitte wurden fiir 10 Min in den Kéasten belassen.

f) Waschen in a.d.:

Die Schnitte wurden einzeln aus dem Diakasten entnommen, mit einer
Spritzflasche mit a.d. abgespilt und danach in eine Kivette mit a.d. gestellt.

Innerhalb von 15min wurde das a.d. 2 mal erneuert.

g) Waschen mit PBST? (phosphatgepufferte NaCl - Lésung + Tween 20) fir 5 Min

h) Blockierung unspezifischer Bindungen mit:

5% Ziegenserum
die Schnitte wurden einzeln aus der Kivette genommen und in Diakasten
gelegt und sofort mittels einer Plastikpipette Ziegenserum betraufelt,

Deckel wurde fiur 60 Min aufgelegt

i) Aufbringen des Primarantikdrper (Cleaved Caspase-3)

Der Antikérper Cleaved Caspase-3 wurde in einer Konzentration von 1:75 (mit
5% Ziegenserum verdiinnt) aufgebracht (siehe Datenblatt Cleaved Caspase-3).
Das Ziegenserum wurde abgeschleudert und Cleaved Caspase-3 wurde in
einer Konzentration von 1:75 (mit 5% Ziegenserum verdidnnt) luftblasenfrei
aufgetraufelt.

Die Diakésten wurden geschlossen waagerecht in den Kuhlschrank gestellt und
16 Stunden lang inkubiert.

Da bei jeder Immunreaktion eine Negativkontrolle mitgefihrt werden muss und
diese alle Arbeitschritte durchlaufen muss, wurde der Primér-AK in diesem Fall

durch Ziegenserum ersetzt.

- 10 -



j) Waschen mit PBST
mittels einer Spritzflasche mit Puffer wurden die Schnitte abgesplilt

danach wurden sie in eine Kivette mit Puffer gestellt 3 mal je 5 Min

k) Envision Rabbit (Fa. Dako) fir 30 Min
e Dieses konjugierte Polymer, d.h. Sekundar AK sowie Peroxidase in einer Lésg.,
wurde aufgetraufelt, die Schnitte in Diakasten gelegt und bei geschlossenem

Deckel und Raumtemperatur inkubiert.

[) Waschen mit PBST
Mittels einer Spritzflasche mit Puffer wurden die Schnitte abgespult

danach wurden sie in eine Kivette mit Puffer gestellt 3 mal je 5 Min.

m) Aufbringen von Chromogen Lésung als Farbgeber

e Vorbereitete DAB Losg.? wurde auf die Schnitte geben und fiir 10 Min belassen
n) Waschen mit a.d.
Die Schnitte wurden mit a.d. aus Spritzflasche abgespdilt und 5 Min in eine mit

a.d. gefillte Kuvette gestellt.

o) Optionale Kernfarbung mit Hdmalaun fir 30 Sek. mit anschlieRenden Wéssern der
Schnitte (5 Min )

p) Entwassern der Schnitte durch aufsteigende Alkoholreihe und Xylol je 2 Min

q) Abschlie3end Eindecken mit DePeX

'Demaskierungspuffer: Zitronensaure-Zitratpuffer, pH 6,0

Dieser Puffer dient dazu, die im Gewebe vorhandenen Antigene aufzuspalten,
damit sie mittels der Antigen-Antikdrper-Methode nachgewiesen werden kdnnen.
Diese Demaskierung ist haufig bei Verwendung monoclonaler AK sowie bei
Paraffinschnitten erforderlich. Die Demaskierungspuffer kdnnen sauer, alkalisch
oder stark alkalisch sein. Die alkalischen Puffer werden vor allem dann verwandt,
wenn es sehr schwierig ist, eine Immunreaktion darzustellen. Leider kénnen die

Schnitte bei Verwendung alkalischer Puffer Schaden erleiden, d.h. sie schwimmen
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vollig oder teilweise ab. Deshalb war es ratsam, mehrere Schnitte zu verwenden.
Fur 0,01 M Zirtonensaure-Na-Zitratpuffer mit pH 6,0 werden 1,0505 g Zitronensaure
Monohydrat (MG 210,1) in 500 ml a.d. gel6st. 2,9410 g Natriumzitrat x 2H,O wird in

1000 ml a.d. geldst. Anschliel3iend werden beide Losungen gemischt.

2 PBST mit pH 7,4 10fach konzentriert ( =phosphatgepufferte NaCl - Lésung +
Tween 20)

Fur PBS:

80,0 g NaCl

2,0 g KClI

14,4 g Na;HPO,

2,4 g KH,PO4 (Monobase)

Diese Substanzen werden in 500 ml a.d. gelést und dann mit a.d. auf 1000 ml
aufgefullt. Der pH Wert wird auf 7,4 eingestellt.

Fur den Gebrauch als Spulpuffer werden 100 ml PBS mit 900 ml a.d. und 1 ml Tween
20 gemischt.

Der pH wird bei Raumtemperatur auf 7,4 eingestellt.

*DAB Chromogen
DAB ist ein Farbgeber bei Immunreaktionen und ergibt ein braunes Alkohol - und
Xylolunldsliches Farbprodukt.
Méglicherweise ist DAB cancerogen. Das Reagenz ist zudem nicht lichtbestandig
und muss lichtdicht gelagert werden.
Die zu diesen Versuchen verwendeten DAB-Tabletten missen im Kuhlschrank
gelagert werden.

Zur Herstellung von 10 ml DAB werden benétigt:

- 10ml Waschpuffer ( s. PBST )
- 1 Tabl. DAB
Beides wurde gemischt und dann 10 Min per Ruhrfisch gertuhrt.
Zur Aktivierung der DAB-L6sung wurden fur 2 ml DAB 15 pl 3%H20, bendtigt.
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2.3 Immunhistochemischer Nachweis des BCL2

Folgende Arbeibeitsschritte zum immunhistochemischen Nachweis des BCL2
(monoclonal aus Maus, Fa. Dako, Nr. M0887, Datenblatt im Anhang) waren nétig:

( Es folgt lediglich die Erlauterung der Arbeitsschritte und der Verédnderungen im
Versuchablauf, die sich im Vergleich zum Nachweis mit Caspase 3 unterscheiden, die

nicht erwahnten Schritte waren gleich, s. Datenblatt unter Anhang 2 S. 67).

c) Vorbereitung im Dampfgarer:
e In ein 250 ml Becherglas wurden ca. 180 ml Retrievalpuffer (10mM/I TRIS-
Puffer, 1mM/I EDTA, pH 9,0) eingefulit.
e Sobald wieder eine Temperatur von 95°C erreicht war, verblieben die Schnitte

20 Min im Dampfgarer.

f) Waschen in a.d.:
Die Schnitte wurden einzeln aus dem Diakasten entnommen, mit einer
Spritzflasche mit a.d. abgespllt und danach in eine Kivette mit a.d. gestellt.

Innerhalb von 10min wurde das a.d. 1 mal erneuert.

g) Waschen mit TBS (dreifachgepufferte NaCl - Lésung 0,05 M, 7,4pH ) fir 5 Min

h) Aufbringen des Primérantikdrper (Monoclonal Mouse Anti-Human BCL2

Oncoprotein)

e Der Puffer wurde abgeschleudert und wurde in einer Konzentration von 1:50
(mit Dako Diluent Nr. SO0809 verdinnt) luftblasenfrei aufgetraufelt.

e Die Diakasten wurden geschlossen waagerecht in den Kuhlschrank gestellt und
16 Stunden lang inkubiert

e Da bei jeder Immunreaktion eine Negativkontrolle mitgefihrt werden muss und
diese alle Arbeitschritte durchlaufen muss, wurde der Primar AK in diesem Fall
durch Dako Diluent Nr. S0809 ersetzt.

i) Waschen mit TBS
Mittels einer Spritzflasche mit Puffer wurden die Schnitte abgespult

danach wurden sie in eine Kivette mit Puffer gestellt 2 mal je 5 Min.
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j) Envision Dual Link (Fa. Dako, fir mono- und polyklonale AK ) fir 30 Min
dieses konjugierte Polymer, d.h. Sekundar AK sowie Peroxidase in einer Ldsg.
wurde aufgetraufelt, die Schnitte in Diakdsten gelegt und bei geschlossenem

Deckel und Raumtemperatur inkubiert.

k) Waschen mit TBS
mittels einer Spritzflasche mit Puffer wurden die Schnitte abgesplilt

danach wurden sie in eine Kiivette mit Puffer gestellt 2 mal je 5 Min

24 Versuchstiere und ihre Behandlung mit dem Thyreostatikum
Methimazol
241 Durchfiihrung des Experiments mit Methimazol

Drei Monate alte mannliche Albinoratten — mit einer adulten Phase der Fortpflanzung —
sind fur dieses Experiment gewahlt worden.

Dazu sind die Tiere in 2 Gruppen, je 5 Tieren eingeteilt worden, die eine wurde mit
dem Antithyroid Methimazol = MMI behandelt, welches sich Gber 30 Tage in einer
Konzentration von 0,1% in ihrem Wasser befand, wahrend die andere Kontrolltier-
Gruppe mit normalem Tierfutter und Wasser versorgt wurde.

Vierundzwanzig Stunden nach der letzten Versorgung, wurden die Ratten getétet, die
Hoden entnommen, in Bouin fixiert und in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden

Schnittserien mit 5 ym dicken Schnitten erstellt.

242 Histologie und Histochemie

Von den Hoden wurden ebenfalls 20 Schnitte je Hoden angefertigt. Diese sind nach
dem gleichen Schema ( s. 2.1.3) wie auch zuvor die DEHP-Schnitte ausgewahlt,
geféarbt bzw. den immunhistochemischen Reaktionen ausgesetzt worden.

Die im Methimazol-Versuch verwandten Methoden entsprechen den unter 2.1.1 und z.
T. unter 2.1.3.

Es stand bei diesen beiden Versuchstiergruppen in der PJS-Farbung, der Caspase3-
und der Bcl2- Antikérper-Reaktion eine Beobachtung der Aktivitdt und Auspragung der

Immunreaktion im Vordergrund.
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243 Statistik
Die bei der Auswertung der Schnitte erhobenen Daten sind mehrfach mit dem

Stundent-T-Test Uberprift worden. Hierbei war P < 0,05 und somit signifikant.

2.5 Histologische PJS Farbung der Paraffinschnittte des Hodens
5u dicke Paraffinschnitte wurden nach den folgenden Methodenrezepten behandelt.
1 - Entplasten der Schnitte in Xylol, absteigender Alkoholreihe und Aqua dest.
2 - 3% Essigsaure-Lésung fur 3 min
3 - Farben in Alcianblau-Lésung 1% fur 2 min
4 - Wassern in fl. Leitungswasser flr 5 min
5 - Oxidieren in 0,5 % wassriger Perjodséaure, 30 min lang
6 - Wassern in fl. Leitungswasser fir 5 min
7 - Einstellen in Schiffsches Reagenz fiir 30 min
8 - Wassern in fl. Leitungswasser fir 10 min
9 - Waschen in Sulfitwasser 2 mal 3 min
10 - Wassern in fl. Leitungswasser fur 10 min
11 - Kernfarbung mit Hdmalaun nach Meyer 10 min
12 - Wassern in fl. Leitungswasser fur 10 min
13 - Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe
14 - Eindecken mit DePex

2.6 Histologische Hamalaun-Eosin-Farbung der Hodenschnitte
Um eine kontrastreichere Kernfarbung zu erhalten wurden 2 Schnitte — wie im Schema

unter 2.1.3 darstellt — aus der Schnittserien jedes Tieres zusatzlich mit HE geférbt.

2.7 Lichtmikroskopische Auswertung und Statistik

Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte an einem Mikroskop der Firma Leitz KéIn.
Hierbei wurden die entsprechenden in den Schnitten sichtbaren Zellen ausgezahlt und
ausgewertet. Hauptséachlich konnten Sertoli- und Leydigzellen, Fibroblasten sowie
charakteristische Zellen der Spermatogenese, die deren Stadienidentifizierung diente,
dargestellt werden. Es wurden zwei Schnitte pro Hoden, von vier bzw. sechs Tieren
einer Gruppe verwendet. In jedem Schnitt wurden 25 Tubuli bertcksichtigt.

Mittelwert und + / - Standartabweichung wurden statistisch bestimmt. Die Signifikanz

wurde mit dem studentischen T-Test ermittelt und war p < 0,05 und fur signifikant
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erachtet. Die bei der Auswertung der Schnitte erhobenen Daten sind mehrfach mit

dem Student-T-Test Uberprift worden. Hierbei war P < 0,05 und somit signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 DEHP-Versuch

3.1.1 Befunde iiber die mit PJS + Hamalaun gefarbten Schnitte

Es fallt schon im rein optischen Vergleich der beiden Schnitte auf, dass die mit DEHP

behandelten Schnitte des Hodens im Querdurchmesser kleiner sind als die

unbehandelten. (siehe Tab. 1)

Alter Tiere in Tagen 30 40 50
Kontrolltiere 3,08 5,21 6,72
DEHP behandelte Tiere 2,92 4.47 5,21

Tab. 1 Querdurchmesser des Hodenschnittes (mm), (n = 32 Tiere)

3.1.1.1 Befunde iiber das Vorkommen der Sertoli-Zellen (Abb.3 - 5)

Die Abbildungen 3 und 5 fassen die Befunde Uber die Quantifizierung der Sertoli-
Zellen im Paraffinschnitt ( Farbung PJS+ HE ) des Testes der Versuchstiere
zusammen.

Bei der Auswertung der Messdaten Uber die Anzahl der Sertoli-Zellen zeigt sich im
Vergleich der behandelten mit den unbehandelten Tiere mit zunehmendem Alter der
Versuchstiergruppen eine steigende Auspragung der Sertoli-Zell-Anzahl.

Dies wird deutlich durch den Vergleich der Mittelwerte der einzelnen Gruppen.

Bei den 30 Tage alten Tieren liegt unbehandelt der Mittelwert der Sertoli-Zellen bei 7,5
im Vergleich zu behandelt bei 6,6.

Die Auspragung bei den 40 Tage alten Tieren betrégt unbehandelt 12,3 zu behandelt
9.

In der am weitesten entwickelten Gruppe - 50 Tage — liegen die Mittelwerte
unbehandelt 13,7 zu behandelt 10,1. Zum besseren Uberblick sei noch mal auf Abb.3

verwiesen.
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DEHP- Versuch Mittelwert der einzelnen Gruppen

(4)

1 e

(4)

(6)

(6)

Sertoli- Zellen / Hodenkanalhenquerschnitt

Abb. 3

10 20 30
Behandlungsdauer (Tage)

OKontrolle
B DEHP-Behandlung

Diese Graphik zeigt einen Unterschied der Ausprégung der Sertoli-Zell-Verteilung zwischen den

Versuchstier-Gruppen. Die Anzahl der Sertoli-Zellen bei der Kontrollgruppe steigt mit zunehmendem

Alter deutlich an. Nach der DEHP-Behandlung nimmt die Sertoli-Zellzahl in allen drei Graphen ab. Die

( Zahl ) Uber den S&ulen, gibt die Anzahl der Tiere an. Durchschnitt +/- Standardabweichung. Alle Werte
sind signifikant ( p< 0,05 ).
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—o— Mittelwert Gruppe
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Abb. 4

Mittelwert der Kontrolltiere, 50 Tage alt. Auf der Abszisse sind die Kontrolltiere und auf der Ordinate ist
der Mittelwert der Anzahl der Sertoli-Zellen im Hodenkan&lchenquerschnitt dargestellt. Zur Bestimmung
dieses Mittelwertes wurden mindestens 25 Kanalchen pro linker Hodenhalfte eines Tieres
neanderférmig ausgewahlt.

Bei den vier Tieren der Kontrollgruppe wird eine gleichmaRige Verteilung der Sertoli-Zell Auspragung
ersichtlich.

Der kleinste Wert betragt 13,64 und der gréite 13,9.

Fur alle Werte wurde die Standardabweichung berechnet. Alle Werte sind signifikant ( p< 0,05).

Mittelwert der DEHP- behandelten Tiere 50 Tage alt

12,00

Sertoli-Zellen / Hodenkanalchenquerschnitt

I I 1
10,00 +
8,00 +
6.00 L I Mittelwert pro Tier
, —e— Mittelwert Gruppe
4,00 +
2,00 +
0,00 | | | | |
1 2 3 4 5 6

Tier

Abb. 5

Mittelwert der DEHP — behandelten Tiere, 50 Tage alt. Auf der Abszisse sind die behandelten Tiere und
auf der Ordinate ist der Mittelwert der Anzahl der Sertoli-Zellen im Hodenkan&lchenquerschnitt
dargestellt. Zur Bestimmung dieses Mittelwertes wurden mind. 25 Kanélchen pro linker Hodenhalfte
eines Tieres neanderférmig ausgewahlt. Bei den behandelten Tieren zeigt sich teilweise eine
schwankende Sertoli-Zell Auspragung, mit dem kleinsten Wert 9,88 und dem gréf3ten Wert von 10,60.
Fur alle Werte wurde die Standardabweichung berechnet. Alle Werte sind signifikant ( p< 0,05).

Die Schnitte und die erhobenen Messdaten bei den unbehandelten Tieren zeigen, wie
in der Literatur bei Hess ( 1990 ) beschrieben, eine altersgerechte Entwicklung des
morphologischen Aufbaus der Tubuli, eine altersadédquate Entwicklung der
Spermatogenese sowie eine entsprechend regelgerechte Ausprégung der Zellstadien
(s.z.B. Abb 21 u. 31).
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3.1.1.2 Befunde liber den Vorgang der Spermatogenese ( Abb. 6 -7)

Eine genaue Stadieneinteilung der Spermatogenese ist auf Grund der strukturellen

Veranderung durch die DEHP-Behandlung nicht méglich.

D.h. also:

- Spermatogonien sind teilweise erkennbar

- Spermatozyten | sind selten identifizierbar, meist gar nicht vorhanden.

- Spermatozyten Il, Spermatiden, Spermatozoon sind nicht vorhanden.
- Zellgrenzen und der Interzellularraum mit Fibroblasten wie peritubuldren Zellen
sind gut abgrenzbar und wirken intakt.

- Leydigzellen sind identifizierbar und scheinen durch die Behandlung mit DEHP
keine morphologisch erfassbare Veranderung erfahren zu haben.

Weiter zum Lumen des Kandalchens hin sind keine Spermatogenese-Stufen mehr

abgrenzbar bzw. erkennbar und in den meisten Tubuli sind optisch, sogar

makroskopisch mittig groRe Vakuolen adluminal und dartber hinaus bis in die

Lumenmitte Zelltrimmer zu erkennen.

Haufigkeit der Stadien der Spermatogenese im Rattenhoden ( Kontrolltier: 40 Tage alt )

45,0
Stadien
der
40,0 Spermato-
[ genese
g *f _ @1 bis I
£ 200 | R Bl bis IV
‘g .
% o B gV bis VI
2 oVl bis VIII
£ 200 )
g BIX bis X
[
150 B Xl bis X
100 BXlll bis XIV
5,0
0,0
1 2 3 4 5 6

Kontrolltiere

Abb. 6

H&ufigkeit der Stadien der Spermatogenese im Rattenhoden ( Kontrolltier: 40 Tage alt )

Das Stadienpaar XI-XII ist am starksten ausgepragt, sein Anteil an den Gesamtanzahl

der Stadienpaare betragt im Durchschnitt 32,5%.
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Am zweit haufigsten ist das Stadienpaar XII-XIX mit 23,1% vertreten. Ebenfalls relativ
oft vertreten ist mit 18, 6% das Stadienpaar IX-X. Der Anteil der Stadienpaare V-VIII
liegt zwischen 5-10%, die Ubrigen Paare sind gering ausgepragt und machen einen

Anteil von < 5% aus.

Die Daten der 50 Tage alten Kontrolltiere sind in der folgenden Abb. 7 erfasst:

Haufigkeit der Stadien der Spermatogenese im Rattenhoden ( Kontrolltier: 50Tage alt )

35,0

30,0 |

der

Spermato-
| genese
25,0

@libis |l
@il bis IV

20,0

avV bis VI
avVil bis VIII

15,0 BIX bis X
axibis XIl

Prozentanteil im Hodenschnitt

@xilll bis XIV

10,0 1

5,0 1

0,0 -

Kontrolltiere

Abb. 7
Haufigkeit der Stadien der Spermatogenese im Rattenhoden ( Kontrolltier: 50 Tage alt )

Wie aus der Graphik ersichtlich, ist die Auspragung der Stadienpaare alterstypisch entwickelt.

Auch hier, ist das Stadienpaar XI-XII trotz leichten Riickgangs mit 27,8% am starksten
ausgepragt. Beim Paar XIII-XIV kommt es zu einem deutlichen Rickgang, es ist mit
13,1% vertreten.

Deutliche Steigerungen werden hingegen sichtbar bei den Stadienpaaren VII-VII|
(19,5%) u. IX-X (21,5%). Ihr Anteil an der Gesamt-Stadienpaar-Anzahl verdoppelt sich
somit von etwa 10% auf 20%.

Die Ubrigen Stadienpaar bleiben auf niedrigem Niveau gleich.

Die Bcl2-behandelten Schnitte sind nicht nur im Hinblick auf die immunhistochemische
Reaktion untersucht worden, sondern an Hand dieser Schnitte wurde eine Einteilung in
die Spermatogenesestadien nach Leblond und Clermont (1952) vorgenommen.

Diese Einteilung in 14 Stadien wurde in sofern modifiziert, dass aus den 14 Einzelnen,
7 Paare gebildet wurden. So ist jeder Tubulus seminiferus einem der 7 Paare

zugeordnet worden.
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Zusammenfassend zeigt sich ein Unterschied zwischen dem Alter der Versuchstiere in
der Verteilung bezogen auf die Stadienpaare VII-VIII u. IX-X und der niedrigeren
Auspragung des Stadiums XIII-XIV der 50 Tage alten Tiere.

Die Anzahl der ausgebildeten Stadienpaare beim Vergleich der beiden Altersgruppen
bleibt gleich.

3.1.2 Befunderhebung liber die Cleaved-Caspase3-Immunreaktion
( Abb. 16 - 18; 36 — 38 u.40)

Die Auswertung dieser immunhistochemischen Antikérper-Farbung zeigt bei den
unbehandelten Versuchstieren eine z.T. stark bis sehr stark positive Reaktion
adluminal, in den mittleren Zellstadien und somit von den basalen Zellformationen
abgrenzbar, d.h. speziell bei den Leydigzellen ist keine Reaktion erkennbar.

Bei den positiven Zelltypen handelt es sich um sekundére Spermatozyten und runde
sowie elongierte Spermatiden ( s. Abb. 36, 37, 338 ). Aufféllig ist zudem die stark
ausgepragte Reaktion der Akrosomenkappen. Dies wird in der Gruppe der 40 Tage
alten Tiere evident ('s. Abb. 26 ). Peritubulér scheinen hier keine Reaktionen
stattzufinden, die immunhistochemische Aktivitat beschrankt sich ausschliel3lich auf
die Tubuli seminiferi ( s. Abb. 16 u. 40 ).

Fur die behandelten Tiere ergeben sich folgende Beobachtungen:

Eine Immunreaktion fehlte in den sekundaren Spermatozyten. Die Reaktion der
intratubularen Strukturen wirkt im Vergleich zu den unbehandelten Tieren starker
ausgepragt. Die morphologische Darstellung der Tubuli seminiferi der 30 Tage alten
Tiere ist gut sichtbar. Auf Grund der DEHP-Behandlung sind die Zellstrukturen, die bei
den unbehandelten Tieren eine starke immunhistochemischen Reaktion hervorrufen,
hier nicht mehr vorhanden. Demzufolge sind bei den behandelten Tieren auch keine

Immunreaktion-Reaktionen nachweisbar ( Abb. 17, 18 ).

3.1.3 Befunderhebung liber die Bcl2-immunreaktion (Abb. 41 - 43)

Hierbei konnten allerdings nur die unbehandelten Tiere beriicksichtigt werden, da die
durch die Behandlung mit DEHP entstandenen Verédnderungen derart waren, dass

keine Aussage mehr darlber getroffen werden konnte, in welchem Stadienpaar der
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Spermatogenese sich ein bestimmter Tubulus befand, da die hierfiir nétigen
Zellkomponenten deformiert und teilweise nicht mehr vorhanden waren ( Abb. 20 ).
Bei den behandelten Tieren sind lediglich die basalen Zellen erhalten und beurteilbar.
Auch die 30 Tage alten unbehandelten Tiere konnten bei der Stadieneinteilung nicht
beriicksichtig werden, da sich die fir die Differenzierung nétigen Zellstrukturen

altersentsprechend noch nicht ausgebildet hatten ( Abb.41 ).

Die immunhistochemische Reaktion zeigt eine mafig starke Auspragung bei
elongierten Spermatiden und eine starkere Auspragung bei Akrosomenkappen bzw. —
blaschen und bei den runden Spermatiden.

Die Untersuchung der Haufigkeit der Stadien der Spermatogenese bei den 40 Tage

alten Kontrolltieren lasst sich anhand der Abb. 6 darstellen:

Die Abbildungen sind im folgenden Abschnitt nach dieser Reihenfolge
zusammengestellt:
l. 50 Tage alte Ratten (Behandlungsdauer: 30 Tage; Abb. 11-20)
1. PJS
2. Cleaved Caspase-3
3. Bcl2

Il. 40 Tage alte Ratten (Behandlungsdauer: 20 Tage; Abb. 21-30)
1. PJS

2. Cleaved Caspase-3
3. Bcl2

II. 30 Tage alte Ratten (Behandlungsdauer: 10 Tage; Abb. 31-43)
1. PJS

2. Cleaved Caspase-3
3. Bcl2
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VergréRerungsmaRstab

I MaBstab: 100 um ( 1,8cm d. Abb. bei Objektiv 16). 1cm = 55um

Abb. 8

Il MaRstab: 100 um ( 3,7cm d. Abb. bei Objektiv 40). 1cm = 27um

Abb. 9
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lll MaBstab: 100 pm ( 5,8cm d. Abb. bei Objektiv 100). 1cm = 17uym

Abb. 10

3.1.4 Fotos der mit DEHP-behandelten Tiere und deren Kontrolltieren:

Abb. 11

Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolltier 50 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um
Zu sehen sind mehrere Tubuli seminiferi mit Ausprégung einer typischen Spermatogenese. Rechts
unten im Bild erkennt man die Tunica albuginea.
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Abb. 12
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolitier 50 Tage alt.

Endglltige VergréRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um
.In dieser Vergrofierung eines Tubulus kann man das fortschreiten der Spermatogenese Stadien
beobachten. Hier sieht man z.B. Stadium VII mit Stufe 19 und 20.

e r b ¥

‘ p= off
| # ‘; ? - ..~ “,- iy
- ) s o -

Abb. 13
Paraffin-Schnitt. Kontroll-Schnitt 50 Tage altes Tier.
Endgultige VergroRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Negativ Kontrolle der immunhistochemischen Caspase Reaktion.
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Abb. 14
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. DEHP-behandeltes Tier 50 Tage alt.
Endgiiltige Vergré3erung: x 180.1cm d. Abb.= 55um

Es sind mehrere Tubuli mit starken Deformierungen der einzelnen Spermatogenesestadien bzw. grof3en

intratubularen Vakuolen dargestellt.

Abb. 15
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. DEHP-behandeltes Tier 50 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um
Die basalen Zellen wie Spermatogonien und Sertoli-Zellen sind z.T. sichbar.Weitere
Spermatogenesestadien fehlen jedoch. Mehrere Vakuolen im Tubulus seminiferus sind durch eine

dinne Membran abgegrenzt.
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Abb. 16

Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Caspase Reaktion. Kontrolltier 50 Tage alt.

Endglltige VergréRRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Hier sind Ausschnitte aus mehreren Tubuli abgebildet. Z.T. stark positive Immunreaktionen sind im

Zytoplasma und im Kern der einzelnen Zellen der Spermatogenese erkennbar.

Abb. 17

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Caspase Reaktion DEHP-behandeltes Tier 50 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Zu sehen sind verschiedene Tubuli seminiferi mit Vakuolen, ein Spermatogenese-Stop ist zu
beobachten.
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Abb. 18

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Caspase Reaktion. DEHP-behandeltes Tier 50 Tage alt.
Endgiiltige Vergréflerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um

Ausschnittsvergréflerung aus Abb. 30. Durch die Deformierung ist eine Einteilung in

Spermatogenesestadien nicht mdglich. Man kann einige Sertoli-Zellen identifizieren. Bei diesen zeigt
das Zytoplasma eine positive Immunreaktion.

Abb. 19

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Bcl2 Reaktion. Kontrolltier 50 Tage alt. Endgliltige
Vergroflerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um.

In diesem Ausschnitt sind peritubuldrer Raum und mehrere Tubuli seminiferi, in denen eine unaufféllige
Spermatogenese zu beobachten ist, dargestellt.
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Abb. 20
Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Bcl2 Reaktion. DEHP-behandeltes Tier 50 Tage alt.
Endgiiltige Vergréerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Zusehen ist ein zentral gelegener Tubulus seminiferus, bei dem deutliche Veranderungen der

Spermatogenesestadien zu erkennen sind.

Abb. 21

Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolltier 40 Tage alt.

Endgdltige VergréRerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um

Hier sieht man eine Ubersicht (iber die Spermatogenese in mehreren Tubuli Seminiferi.
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Abb. 22
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolitier 40 Tage alt.

Endglltige VergréRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um

Die Spermatogenese ist bis zum Stadium der runden Spermatiden fortgeschritten.

Abb. 23
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. DEHP-behandeltes Tier 40 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um

Ausschnitt mehrerer Tubuli seminiferi mit einem zentral gelegenen Gefal.
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Abb. 24
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. DEHP-behandeltes Tier 40 Tage alt.
Endglltige VergréRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um

Es sind nur Spermatogonien und Spermatozyten vorhanden. Die runden Spermatiden feheln.

Abb. 25

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Caspase Reaktion. Kontrolltier 40 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Hier sieht man einen Anschnitt mehrerer Tubuli in denen einige Spermatozyten eine deutliche

Immunreaktionen aufweisen.
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Abb. 26

Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Caspase Reaktion. Kontrolltier 40 Tage alt.

Endglltige VergréRRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Zentral sieht man einen Tubulus mit einer adluminal sichtbaren Immunreaktion.

Abb. 27

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Caspase Reaktion . DEHP-behandeltes Tier 40 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Es sind Ausschnitte mehrerer Tubul sichtbar in den Immunreaktionen stattfinden. Hauptsachlich sind die
Reaktionen perinuklear in den Spermatozyten sichtbar.
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Abb. 28
Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Caspase Reaktion. DEHP-behandeltes Tier 40 Tage alt.

Endgiiltige Vergréfierung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um

Eine Immunreaktion ist diffus in allen Kanélchen vorhanden.

Bei der Abbildung handelt es sich um eine AusschnittsvergréRerung. In ihr sind Stérungen der
Spermatogenesestadien erkennbar.

Abb. 29

Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Bcl2 Reaktion. Kontrolltier 40 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Auf diesem Ausschnitt kann man mehrere Tubuli seminiferi und peritubularen Raum, aber keine

Immunreaktionen erkennen.
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Abb. 30
Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Bcl2 Reaktion. DEHP-behandeltes Tier 40 Tage alt.
Endglltige VergréRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Es fehlt hier ebenfalls die Immunreaktion.
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Abb. 31

Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolltier 30 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um
In den Tubuli seminiferi ist die fortschreitende Spermatogenese bis zur Spermatozyte zu sehen.

Im Interstitium sind einige Leydig-Zellen zu beobachten.
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Abb. 32

Paraffin-Schnitt . PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolltier 30 Tage alt.
Endgiiltige Vergréerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um

Hier sind Querschnitte verschiedener Tubuli seminiferi zu beobachten.

Abb. 33
Paraffin-Schnitt. Kontroll-Schnitt 30 Tage altes Tier.
Endgultige VergroRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Negativ Kontrolle der immunhistochemischen Caspase Reaktion.
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Abb. 34
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. DEHP-behandeltes Tier 30 Tage alt.
Endgiiltige Vergré3erung: x 180.1cm d. Abb.= 55um

Hierbei handelt es sich um eine Ubersicht der Spermatogenese, Auffallig ist die groRe Lichtung in den

Tubuli seminiferi.

Abb. 35
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. DEHP-behandeltes Tier 30 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um
Bei dieser Abbildung handelt es sich um eine Darstellung eines Tubulus seminiferus.
Basal sind Sertoli - Zellen und Spermatogonien erkennbar. Zum Lumen hin fehlen die weiteren Stufen

der Spermatogenese (Spermatozyten und Spermatiden).

-37-



Abb. 36 li. und Abb. 37 re.

Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Caspase Reaktion. Kontrolltier 30 Tage alt.

Endglltige VergréRerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um bzw.
Endglltige VergréRRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um.

Abbildung 37 ist eine Ausschnittsvergréf3erung von Abbildung 36.

Abb. 38

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Caspase Reaktion. Kontrolltier 30 Tage alt.

Endgdltige VergréRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um
Dies ist eine AusschnittsvergréRerung aus Abbildung 37. Die Immunreaktion ist sowohl im Zytoplasma

als auch im Zellkern der Spermatozyten vorhanden.
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Abb. 39

Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Caspase Reaktion. DEHP-behandeltes Tier 30 Tage alt.

Endgiiltige Vergréferung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

In den Spermatogonien und Spermatozyten ist eine perinukledre schwache saumartige Immunreaktion

erkennbar.

&
Abb. 40
Paraffin-Schnitt. Caspase-Anti-Kérper-Farbung. DEHP-behandeltes Tier 30 Tage alt.
Endgultige VergroRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um

AusschnittsvergréRerung aus Abbildung 39.

Es sind perinukledr Immunreaktionen in der Spermatogonie und Spermatozyte sichtbar.
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Abb. 41

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Bcl2 Reaktion. Kontrolltier 30 Tage alt.

Endgiiltige Vergrélerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Sicht auf mehere Tubuli seminiferi. Es ist keine immunhistochemische Reaktion erkennbar.

Abb. 42
Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Bcl2 Reaktion. DEHP-bahandeltes Tier 30 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um
Im Tubulus seminiferus ist keine immunhistochemische Reaktion erkennbar. Basal sind

Spermatogonien und Sertoli- Zellen zu sehen.
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Abb. 43
Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Bcl2 Reaktion. DEHP-bahandeltes Tier 30 Tage alt.

Endglltige VergréRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Sicht auf mehere Tubuli seminiferi. Es ist keine immunhistochemische Reaktion erkennbar.
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3.2 Methimazol-Versuch

3.21 Befunde liber die mit PJS + Hamalaun gefarbten Schnitte
(Abb. 44 — 49 )
Wie zuvor bei den DEHP-behandelten Tieren fallt auch bei diesen Schnitten ein

Unterschied im Durchschnittswert der Durchmesser auf:

Alter Tiere in Tagen 120
Kontrolltiere 8,78

Methimazol behandelte Tiere 5,84

Tab. 2 Querdurchmesser des Hodenschnittes (mm)

Zeigt den Durchschnittswert der Durchmesser der Hoden im Vergleich Kontrolltiere vs. Behandelte (n = 8 Tiere)

Anhand der Abb. 46-47 wird sichtbar, dass die unbehandelte Tiergruppe einen
unauffalligen morphologischen Aufbau, eine altersgemalfe Entwicklung und
Auspragung der Zellstadien sowie eine alterstypische Spermatogenese aufweist.

Bei den Methimazol behandelten Tieren zeigt sich basal und basalnah eine

unauffallige Auspragung der Zellstrukturen. Wie bei den mit DEHP-behandelten Tieren

kommt es hier ebenfalls adluminal und im Lumen zu Verénderungen in der
Auspragung der unterschiedlichen Spermatogenesestadien.
Die Graphiken (Abb. 44 und 45) vergleichen den Mittelwert der Sertoli-Zell-

Auspragung beider Versuchstierpopulationen:
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Methimazol - Versuch Mittelwert der einzelnen Gruppen

18,00

16,00

14,00

—

12,00

10,00

OKontrolle
B Methimazol-Behandlung

8,00

6,00

Sertoli-Zellen / Hodenkanalchenquerschnitt

4,00

0,00

Tiere

Abb. 44

Diese Graphik zeigt, dass die Tiere der Kontrollgruppe (4) deutlich mehr Sertoli-Zellen aufweisen als die
behandelten Tiere (4). Es wurden 2-3 Schnitte pro Hoden kontrolliert mit je 25 Kanalchen pro Schnitt.
Durchschnitt+/-Standardabweichung. Alle Werte sind signifikant ( p< 0,05 ).

Vergleich der Mittelwerte Konrolltiere vs. Methimazol-Behandlung im Durchschnitt

16,00

4~
N
3

14,00

O Mittelwert der Konrolltiere

12,00 O Mittelwert der Methimazol behandelte Tiere

10,00

(3)

8,00

6,00

4,00

2,00

Sertolizellen/Hodenkanéalchenquerschnitt

0,00
Kontrolle vs.Behandlung

Abb. 45
Diese Graphik zeigt den Vergleich der Mittelwerte Kontrolltiere vs. Methimazol-Behandlung.
Dabei weisen die Kontrolltiere deutlich mehr Sertoli-Zellen auf.Bei den Kontrolltieren betragt der

Durchschnittswert 13,43. Der Durchschnittsmittelwert bei den behandelten Tieren liegt bei 8,23.
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Es wird ersichtlich, dass die Tiere der Kontrollgruppe deutlich mehr Sertoli-Zellen
aufweisen als die behandelten Tiere.

Bei der Kontrollgruppe ist der kleinste Wert 8,1, der gréfdte 8,36; ihr Mittelwert betragt
8,23.

Die Gruppe der behandelten Tiere hat ihren kleinsten Wert mit 12, 70 den gréf3ten bei
14,88, ihr Mittelwert betragt 13,43.

3.2.2 Befunderhebung liber die Cleaved-Caspase3-Immunreaktion
(Abb. 50 — 52)

In der Gruppe der unbehandelten Tiere ist eine gute Anfarbbarkeit und Darstellung
der Zellstrukturen in den Tubuli seminiferi sichtbar.

Auch in dieser Farbung wirken der morphologische Aufbau der Tubuli, die Ausprégung
der Zellstadien, die Spermatogenese und die Auspragung der Zellstadien
altersentsprechend. Immunhistochemische Reaktionen sind weder tubuléar noch
peritubular sichtbar ( s. Abb. 50, 51).

Im Gegensatz zur Kontrollgruppe sind bei den mit methimazolbehandelten Tieren
adluminal vereinzelt, trotz behandlungsbedingter Veraderungen der Zellstadien der
Spermatogenese, malig starke immunhistochemische Reaktionen z.T. in den
Akrosomenkappen als auch in den runden Spermatiden erkennbar. Im peritubularen
Raum ist wie zuvor bei den unbehandelten Tieren keine immunhistochemische

Reaktion nachweisbar.

3.23 Befunderhebung liber die Bcl2-lmmunreaktion ( Abb. 53 - 54 )

Bei dieser Antikérper-Farbung finden sich in der der Kontrollgruppe weder
morphologische Verdnderungen noch eine unubliche Spermatogenese, auch die
Zellstadienverteilung wirkt altersentsprechend. Eine immunhistochemische Reaktion
istin den Tubuli seminiferi und im peritubuldren Raum nicht erkennbar (s. Abb. 49).
Auch bei den behandelten Tieren, bei denen verénderte bzw. gestorte
Spematogenese-Zellstadien vorliegen, ist keine immunhistochemische Reaktion auf

den Antikorper Bcl2 darstellbar.
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3.24 Fotos der mit Methimazol-behandelten Tiere und deren Kontrolltiere:

TN ﬂw\e

Abb. 46
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolltier 120 Tage alt.

Endgiiltige Vergréerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um
Dargestellt sind peritubuldrer Raum und mehrere Tubuli seminiferi, in denen eine unauffallige

Spermatogenese zu beobachten ist.

Abb. 47

Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Kontrolltier 120 Tage alt .

Endgdltige VergréRerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um.
VergréfRerung eines Tubulus seminiferus bei dem eine fortgeschrittene, unauffallige Spermatogenese im

Stadium VII zu beobachten ist.

- 45 -



Abb. 48
Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Methimazol behandeltes Tier 120 Tage alt.

Endglltige VergréRerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um
Hier ist ein Ausschnitt mehrerer Tubuli seminiferi zu sehen, die unterschiedliche
Spermatogenesestadien zeigen.

Auffallig ist der geringere Durchmesser der Tubuli seminiferi im Vergleich zu denen in Abb. 42.

Abb. 49

Paraffin-Schnitt. PJS-Farbung+Hamalaun. Methimazol-behandeltes 120 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 1100.1cm d. Abb.= 17um
Im Ausschnitt sind zwei Tubuli seminiferi zu beobachten, bei denen Spermatogonien, Sertoli-Zellen (

fokal ) und einige Spermatozyten vorhanden sind.
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Abb. 50 li. und Abb. 51 re.

Paraffin-Schnitt. Inmunhistochemische Caspase Reaktion. Kontrolitiere 120 Tage alt.

Endglltige VergréRerung: x 180.1cm d. Abb.= 55um bzw.
Endglltige VergréRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Abbildung 50 und deren Ausschnittsvergréf3erung 51, stellen unaufféllige Spermatogenesestadien dar.

Perinukleér sind keine Immunreaktionen in den Spermatozyten und Sertoli-Zellen erkennbar.

Abb. 52

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Caspase Reaktion. Methimazolbehandeltes Tier 120 Tage alt.

Endgdltige VergréRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Es sind mehrere Tubuli seminiferi dargestellt, bei denen eine z.T. starke Immunreaktionen im Kern und

im Zytoplasma der Zellen sichtbar ist.
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Abb. 53

Paraffin-Schnitt. Immunhistochemische Bcl2 Reaktion. Kontrolltier 120 Tage alt.

Endglltige VergréRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um

Auf diesem Ausschnitt sind vier Tubuli seminiferi und peritubuldrer Raum angeschnitten. Es sind u. a.

fortgeschrittene Spermatogenesestadien mit elongierten Spermien zu sehen.

Abb. 54

Paraffin-Schnitt. Imnmunhistochemische Bcl2 Reaktion. Methimazol-behandeltes 120 Tage alt.

Endgultige VergroRerung: x 440.1cm d. Abb.= 27um
Hier sind Tubuli seminiferi dargestellt. Im zentralen Tubuli wirken die Zellen der Spermatogenese
verandert bzw. adluminal deformiert. Beachte die Lymphe im peritubuldren Raum (diffus braune

Prezipitate). Ein distinkte Immunreaktion ist nicht feststellbar.
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4, Diskussion

4.1 Besprechung der Befunde iiber DEHP

Zu den Hauptbefunden dieser Arbeit zahlen u. a. die kleineren Querdurchmesser
der Hoden bei den behandelten Tieren, die strukturelle Verdnderungen bis zum
Verlust der Spermatogenesezellen und die Abnahme der Sertoli-Zellzahl-

Auspragung mit zunehmendem Alter bei den verschiedenen Versuchstiergruppen.

In der Fachliteratur sind eine Vielzahl von DEHP- hervorgerufenen Wirkungen auf
die Reproduktionsorgane beschrieben. Populationsstudien von Eveillard et al..
(2009) zeigen Verbindungen zwischen Phthalat-Exposition und Entwicklung des
Reproduktionstraktes. Dies beschreiben auch Andrade et al. (2006), indem sie
darauf verweisen, dass es durch DEHP-Einfluss zu Abnormitéten der
Reproduktionsorgane wie z.B. Kryptorchismus (= Lageanomalie des Hodens)
kommt. Das vermutet auch Sharpe (2001;2003), der eine Erhéhung der
Ostrogenwerte fiir den Kryptorchismus und die verringerte Spermienproduktion
verantwortlich macht. Diese werden durch Langzeitapplikation von DEHP Uber
Freisetzung von Luteinisierendem Hormon und Steigerung des Estradiolspiegels
erzeugt (Akingbemi et al., 2001). Hierzu passen die Beobachtungen von Singh et al.
(1974), die Infertilitédt bei Mdusen nach DEHP-Behandlung beschreiben.

Die Keimzellabnahme nach DEHP-Gabe beginnt schon in-utero bzw. durch die
Aufnahme Uber die Muttermilch (Sharpe et al., 1995). Eine verzbgerte
Keimzellentwicklung bei Untersuchungen mit Vertretern der Phthalatgruppe ist fetal
wie auch postnatal zu beobachten (Ferrara et al., 2006).

Kollmer (2008; 2009) beschreibt einen DEHP-induzierten Verlust von Keimzellen,
besonders bei den Uber einen ldngeren Zeitraum (30Tage) behandelten Tieren. Sie
stltzt ihre These Uber die ausgepragte Vakuolisation, die fur ein Herauslésen der
Keimzellen aus dem Zellverband spricht. Auch Kasahara et al. (2002) haben die
vakuolisationinduzierende Wirkung von DEHP feststellen kénnen, allerdings auf
Sertolizellen.

Das Auftreten der Vakuolen nach DEHP-Behandlung kann auch anhand der
vorliegenden Arbeit belegt werden. Dies beschreiben auch Foster et al. (1982) und

Creasy et al. (1983), die gezeigt haben, dass Phthalat-Behandlung zu
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Vakuolisierung und degenerativen Veranderungen in Sertoli-Zellen, zu
Spermatozyten und Spermatiden fihrt.

Wie in der vorliegenden Arbeit beobachtet, beschreiben auch Park et al. (2002)
durch DEHP induzierte Apoptose, Nekrose und eine Verringerung der Keimzellzahl,
was eine morphologische Reduktion bzw. Atrophie des Hodens zur Folge hat.

Ono et al. (2004) haben nach der DEHP-Behandlung ein basales Vorkommen in
den Tubuli seminiferi von kornahnlichen Strukturen beobachtet , speziell im
Endoplasmatischen Retikulum, den Mitichondrien der Sertoli-Zellen, im Golgi-
Apparat und in den Lysosomen der Sertoli-Zellen. Auch sind die Kérner (= Gtanula)
an den Schnittstellen der Sertoli-Zellen untereinander und bei denen mit den
Spermatozyten aufgetaucht. In weiteren Versuchen nach 24h hat die Kérner-Dichte
abgenommen. Daraus haben Ono et al. (2004) geschlossen, dass sich Phthalat-
Ester - wie DEHP - schnell im Kérper aufspalten und sich nur die saure Hélfte des
Phthalats in der Zelle verteilt. Sie weisen darauf hin, dass der Mechanismus der
toxischen Wirkung der Phthalate auf den Hoden nicht vollkommen geklért sei,
wohingegen ihr Effekt auf Sertoli-Zellen und die Schadigung der Bluthodenschranke
bereits von Gray and Butterworth (1980) untersucht wurden und von Ono et al.
(2004) mit radioaktiv markiertem DEHP gezeigt wurde, dass DEHP die Blut-Hoden-
Schranke Uberwinden kann.

Zu dem Mechanismus der Aufspaltung von Di-Estern zu ihren Metaboliten Mono-
Estern, in diesem Falle MEHP, existieren Untersuchungen von Gray and Gangolli
(1986) und Thomas, Thomas and Gangolli (1984), die testikuldre Veranderungen
durch DEHP oder MEHP beschreiben. Hier ergibt sich eine Bestatigung der
Befunde dieser Arbeit.

Erwdhnenswert sind auch Untersuchungen von Schulz und Rubin (1973). Sie
berichten, dass 80% des von ihnen "“C-markierte DEHP bereits nach 24h wieder
ausgeschieden werden. Ahnliches zeigen die Versuche von Williams and
Blanchfield (1974) die nach 24h keine Radioaktivitat haben nachweisen kénnen.

Im Gegensatz dazu ermitteln Gaunt and Butterworth (1982) einen radioaktiven Peak
nach 4h, danach nahm die radioaktive Konzentration ab, aufder im kleinen Becken.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass Organe in dieser Region des Kdérpers langer

einer grélReren toxischen Phthalatwirkung ausgesetzt sind.
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Daniel (1978) sprechen von enterohepatischer Zirkulation: Er kann nach
Behandlung mit radioaktivmarkiertem DEHP nach 4 Tagen noch Radioaktivitat in
der Galle nachweisen.

Speziell auf die Verdnderungen bei den Sertoli-Zellen gehen Lori A. Dostal et al.
(1988) ein. Neonatalen und adulten Tieren wurden taglich 5 Dosen DEHP
verabreicht, die histologischen Untersuchungen wurden 24h nach der letzten Gabe
durchgefihrt. Bei 1 Woche alten Ratten zeigte sich eine 35% Abnahme der Sertoli-
Zellen. 2 und 3 Wochen alte Ratten verloren die Spermatozyten, nicht aber die
Sertoli-Zellen. 6 und 12 Wochen alte Tiere zeigten den Verlust von Spermatiden
und Spermatozyten. Diese Befunde korrespondieren mit den Ergebnissen dieser
Arbeit.

Weiter kommt die Arbeit von Lori A. Dostal et al. (1988) zu dem Ergebnis, dass
Sertoli-Zellen das primare Ziel der Wirkung von Phthalaten sind. Zudem wird
beschrieben, dass die hervorgerufenen Veranderungen nicht anhaltend seien in
Bezug auf Fertilitat, Implantationsrate und Anzahl der lebenden Feten. Im weitesten
Sinne wird allerdings eingerdumt, dass die Abnahme der Spermatiden wohl
dosisabhéngig sei. Ahnliches fanden Gray and Beamand (1984) heraus: Nach
10tagiger DEAP-Exposition bei nicht geschlechtsreifen Ratten kam es zu Atrophie
der Hoden, jedoch zur Normalisierung nach 17 Wochen.

In diesem Zusammenhang stellt sich ein weiterer Diskussionspunkt zu dieser
aktuellen Arbeit, und zwar in Bezug auf das Ausmal} durch die DEHP-Behandlung
hervorgerufenen morphologischen Verdnderungen. Wie aus den vorliegenden
Befunden hervorgeht, stellt sich bei dem hier sichtbaren Ausmal} der
Veranderungen bzw. Schadigung die Frage, ob eine intakte Funktion der Hoden
moglich sein kdnne. Weitere Erkenntnisse Uber die schadigende Wirkung von
Phthalat-Estern dokumentieren bereits Gray et al. (1977), Oishi and Hiraga (1979),
Foster et al. (1980). Sie stellen bei adulten Ratten unter Phthalat-Einfluss eine
Atrophie der Tubuli seminiferi, Verlust der Keimzellen und strukturelle
Veradnderungen im Cytoplasma der Sertoli-Zellen fest.

Kuramori et al. (2009) beschreiben, dass hohe Dosen DEHP Keimzellentod bei
ménnlichen Nagetieren hervorrufen und dass MEHP, welches ein Metabolit des
DEHP ist, verantwortlich fur testikulare Toxizitat ist. Laut Song et al. (2008) kann es
zu morphologischen Verdnderungen in Leydigzellkulturen kommen. Culty et al.

(2008) berichten von der Abnahme des absoluten Volumens an Leydigzellen, und
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im Serum der Versuchstiere weisen sie eine signifikant reduzierte Testosteron-
Konzentration nach. Ahnliches beobachteten auch Mahood et al. (2005), die eine
Grollenabnahme der Leydig-Zellen und in Abhangigkeit dazu reduzierte

Testosteronspielgel feststellten.

Bei den vorliegenden Untersuchungen an Rattenhoden zuvor u.a. mit DEHP
behandelter Tiere sollten mégliche immunhistochemische Reaktionen durch
Anfarbung mit bestimmten Anti-Kérper gezeigt werden.

Als erstes fiel der bereits optisch wahrnehmbare Unterschied im Durchmesser der
Schnitte zwischen behandelten und unbehandelten Tieren auf.

Weiter sind starke morphologische Veranderungen auf Grund der DEHP-
Behandlung nachweisbar gewesen, diese haben eine Stadieneinteilung z.T. nicht
mdglich gemacht, denn es ist zum Ausbleiben von charakteristischen Zellorganellen
und Spermatozyten-Vorstufen gekommen.

Ein wesentlicher Befund ist der zunehmende Unterschied in der Sertoli-Zell-
Auspragung zwischen den Versuchstiergruppen mit zunehmendem Alter.

Die Phthalate schadigen die Sertoli-Zellen, die nur eine bestimmte Anzahl von
Spermatiden erndhren kénnen, dadurch kommt es zur Verringerung der
Spermienproduktion (Orth et al., 1988; Sharpe, 2001; Li & Kim, 2003).

Cammack et al. (2003) stellen fest, dass eine i.v. Gabe keine Schadigung der
Sertoli-Zellen hervorruft.

In der Cleaved-Caspase 3-Reaktion ist bei den unbehandelten Tieren eine
adluminale Reaktionen in den sekundaren und runden Spermatiden sichtbar
geworden. Zudem hat sich eine Anfarbung der Akrosomenkappen gezeigt. Bei den
behandelten Tieren hat die intratubulére Reaktion im Vergleich zu den
unbehandelten starker gewirkt.

Bei der Untersuchung der Haufigkeit der Auspragung der Stadienpaare der
Spermatogenese hat sich bei den behandelten Tieren eine starke Ausprégung
gezeigt, die starkste von Paar XI-XIl, darauf folgten XIlI-XIV und IX-X.

Bei den unbehandelten Tieren ist es auch zu starksten Auspragung von XI-XII
gekommen, im Vergleich zu den behandelten Tieren ist es aber zu einem anderen
Verteilungsmuster der Stadienausprégung gekommen.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten korrespondieren mit den oben genannten

Befunden anderer Autoren und fuihren zu der Schlussfolgerung, dass DEHP einen

-5



beeintrachtigenden Einfluss auf Reproduktionsorgane und direkt auf die
Spermatogenese hat. DEHP wirkt sich, in Abhangigkeit von der Dosis, auf die
Auspragung der Keimzellreihe in der Spermatogenese und auf die Anzahl der

Sertoli-Zellen aus.

4.2 Besprechung der Befunde liber Methimazol

Bei Methimazol handelt es sich um ein Arzneimittel, welches als Thyreostatika seine
Verwendung in der Behandlung der Hyperthyreose findet. Es inhibiert die Bindung
zwischen lod und dem Enzym Thyreoperoxidase, auf diese Weise unterbindet
Methimazol die Bildung der aktiven Schilddriisenhormone Thyroxin und
Triiodthyronin ( Weng et al., 2007 u. Maran u. Aruldhas, 2002).

Auch bei Untersuchungen dieser Arbeit zu den Methimazol behandelten Tieren fallt
ein Grélenunterschied im Bezug auf den Durchmesser der Hoden von behandelten
und unbehandelten Tieren auf.

Es kommt zu adluminalen Veranderungen der Spermatogenesestadien.

Ein gréRerer Unterschied zwischen den Gruppen im Bezug auf die Auspragung der
Sertoli-Zellen ist evident. Die Kontrolltiere weisen deutlich mehr Sertolizellen auf.

In der Cleaved-Caspase3-Reaktion werden immunhistochemische Reaktionen in
den Akrosomenkappen und den runden Spermatiden sichtbar.

Bei der BCI2-Reaktion sind fir beide Versuchstiergruppen keine
immunhistochemischen Reaktionen nachweisbar.

Weng et al. (2007) beschreiben nach der Behandlung mit Methimazol, bei der ein
Hypothyroidismus induziert worden ist, einen signifikanten Anstieg des Gewichtes
von Kérper und Hoden. Weiter verweisen sie auf den Anstieg von
Thyrioidhormonen, Kortison, Testosteron im Plasma. Auf Grund ihrer
Untersuchungen kommen sie zu dem Ergebnis, dass Thyroidhormone essentiell fur
eine normale Spermatogenese sind. Wobei bei sie abschliel3end offen lassen, ob ihr
Einfluss direkt oder indirekt sei.

Maran and Aruldhas (2002) finden heraus, dass neonataler durch Methimazolgabe
induzierter Hypothyroidismus die Tubuli seminiferi und die Durchmesser der Lumen
signifikant reduziert. Das Gewicht der Hoden und der Schildriise steigt bei allen
Tieren an.

Die signifikante Abnahme des Durchmessers der Tubuli seminiferi beschreiben
auch schon Francavilla et al. (1991) und aktuell Kollmer (2008, 2009).
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Die Literatur enthalt widersprtchliche Angaben zu dieser Problematik:

So beschreiben einige Autoren ( Cooke et al.,1991; 1994, Hardyet al, 1996, Kimura
& Furudate, 1996) einen Anstieg des Hodengewichtes und der adulten
Spermienproduktion als Folge einer durch neonatale Hypothyreose induzierten
Hodenhypertrophie. Wohingegen Maran and Aruldhas (2002) bei verlangerter
Hypothyreose von Volumenreduktion sprechen.

Als Folgen einer kongenitalen Hyopothyreose beschreiben Sakai et al. (2004) die
Entwicklungsverzégerung von Spermatozyten, Spermatiden, Apoptose von
Keimzellen und eine geringere H6henauspragung des Keimepithels.

Ahnliches stellt Kollmer (2008, 2009) in ihrer Arbeit fest: eine Alteration der
Spermatogenese, besonders in den spaten Stadien und beginnende Elongation nur
bei einzelnen Spermatiden sowie stark aufgelockertes Keimepithel und Zellderitus.
Hierzu schlussfolgert sie, dass die durch Methimazol bedingte Hypothyreose zu
Keimzellschaden und Infertilitdt, auch nach Abschluss der Sexualentwicklung fihrt.
Diese These wird von Buzzard et al. (2000,2003) gestitzt, die den regulierenden
Faktor Schilddrisenhormone aufzeigen, indem sie Tyroxinrezeptoren an Keimzellen
und proliferirenden Sertolizellen adulter Ratten nachweisen.

Bekraftigt werden diese Ausflihrungen auch noch von weiteren Autoren ( Francavilla
et al., 1991; Hardy et al., 1996;), die bei neonataler Hypothyreose eine
Degeneration von Keimzellen sowie eine verlangerte Sertolizell-Proliferation
beschrieben haben.

Wie aus den Untersuchungen dieser Arbeit hervorgeht, nimmt die Zahl der Sertoli-
Zellen sowohl nach der Behandlung mit DEHP als auch mit MMI ab.

Es wird deutlich, dass die Quantitat der Sertoli-Zellen-Auspragung mit der Quantitat
der Spermienproduktion zusammenhangt. Eine Abnahme der Qualitat der Sertoli-
Zell-Auspragung beeintrachtigt die Stadien der Spermatogenese und damit
letztendlich die Produktion der Spermien.

Laut Maran & Aruldhas (2002) ist Methimazol fiur den Stillstand bei der Proliferation
und Differenzierung von Keimzellen bzw. Abnahme deren Expression
verantwortlich. Als mdgliche Erklérung bieten sie durch Hyopothyreose bedingte
Anstiege von Testosteron und des Estradiolspiegels an. Somit kommen sie zu der
Erkenntnis, dass Thyrioidhormone wichtig fur eine normale Spermatogenese sind.
Schildrisenhormone wirken regulatorisch auch bei der Differenzierung von

Leydigzellen (Mendis-Handagama et al.,1998). Zuvor haben Maran et al. schon
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2001 festgestellt, dass die Anzahl der Leydigzellen bei hypothyroiden Tieren
geringer ist als bei gleichaltrigen Kontrolltieren. Einen Einfluss hat die Methimazol-
Behandlung auch auf die Durchmesser der Leydigzellen gehabt, diese waren auch
kleiner als bei den Kontrolltieren.

Cristorao et al. (2002) finden heraus, dass eine nur schwache neonatale
Hypothyreose scheinbar Leydigzell-Proliferation bewirkt. Wohingegen es bei
starkerer bzw. langerer Hypothyreose zur Inhibition der Leydigzell-Proliferation
kommt (Maran et al., 2001, 2002).

Schlussfolgernd kénnen die o0.g. Befunde der Publikation weitgehend bestatigt
werden, dass Methimazol induzierte Hypothyreose zu Verdnderungen in den
Spermatogenesestadien fuhrt. Es kommt zu Keimzellschaden und Infertilitat. Im
Zusammenhang damit steht auch die Abnahme der Sertoli-Zellzahl und indirekt die

Spermienproduktion.

4.3 Schlussfolgerungen

1. Nach der DEHP-Behandlung wurde eine signifikante Abnahme der Sertoli-
Zellzahl beobachtet.

2. Die Methimazol-Behandlung fihrte ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme
der Sertoli-Zellzahl.

3. Bei den mit DEHP behandelten Tieren war auf Grund des Keimepithels eine
Erkennung der Spermatogenese-Stadien nicht méglich.

4. Der Apoptosemarker BCL2 ist fir die Untersuchung nach DEHP — bzw. nach
Methimazolbehandlung nicht geeignet.

5. Das Fehlen der Cleaved-Caspase3-Reaktion in den sekundéren
Spermatozyten nach der DEHP-Behandlung weist wahrscheinlich auf eine
Apoptose hin.

4.4 Ausblick

Die Erkenntnisse dieser Arbeit und die umfangreichen zitierten Studien untermauern
eine Gefahrdung fur die Reproduktionsféhigkeit des Menschen durch Phthalate,
also durch sogenannte Weichmacher.

Ein mdglicher zukunftiger Forschungsansatz liegt darin, den Resorbtions-,
Metabolisierungs- und Speicherungsprozess genauer zu erforschen. Hierzu kénnte
man eventuell mit radioaktiver Markierung des relevanten Weichmachers oder

dessen Metaboliten versuchen, den Stoffwechselweg nachzuvollziehen.
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Interessant waren speziell Daten Gber die Verdnderung an der Leber als grof3tem
Stoffwechselorgan des Koérpers.

Zur Methimzol-Studie ware auch eine Fortsetzung mit Messung der relevanten
Thyroideaparameter im Blut interessant, auch hierbei wéare eine abschlielende
Praparation und immunhistchemische Untersuchung der Thyroidea bestimmt
weiterfihrend.

Zudem sollte die Frage der Reproduktionsfahigkeit behandelter Tiere weiterverfolgt
werden. Die Frage der eventuellen Schadigung mdéglicher Nachkommen nach

Exposition der Elterngeneration mit Weichmachern sollte auch untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

Name des Doktoranden: BUSCH, Jan Hendrik

Titel:

Die Wirkung von DEHP und Methimazol auf die Sertoli-Zellanzahl und Apoptose-
Vorgange im Rattenhoden

Ziel: Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit histologischen sowie immunhistochemischen
Methoden die Wirkung von Weichmachern ( Beispiel: DEHP ) und Thyreostatika ( Beispiel:
Methimazol ) auf die Spermatogenese zu untersuchen, wobei der Schwerpunkt auf der
Sertoli-Zellzahl und auf der Apoptose lag.

Material und Methoden: Es wurden 20 Tage alte Albinoratten in eine Kontrollgruppe und in
eine Gruppe, die 10, 20, 30 Tage mit DEHP behandelt und anschlielend untersucht wurden.
Insgesamt wurden je 16 Kontroll- und Versuchstiere verwandt. Als Untersuchungsmaterial
wurden die Hoden der Tiere verwendet und 5 um dicke Schnitte gefertigt. Fir den
Methimazol-Versuch wurden 3 Monate alte mannliche Albinoratten verwendet. Diese sind in
2 Gruppen zu je 5 Tieren eingeteilt worden. Die eine wurde 30 Tage mit dem Antithyroid
Methimazol behandelt, die andere diente als Kontrolltier-Gruppe. Zur histologischen
Darstellung der Schnitte wurde PJS gewahlt. Fir die apoptotischen Vorgange wurden die
immunhistologischen Reaktionen von cleaved Caspase3 und BCL2 verwendet.

Befunde: Die erhobenen Befunde liber den DEHP-Versuch ergaben eine Abnahme der
Querdurchmesser des Hodenschnittes bei den behandelten Tieren und einen Verlust der
runden Spermatiden und elongierten Spermatiden. Eine Erkennung der Spermatogenese-
Stadien war nicht mdglich. Die Anzahl der Sertoli-Zellen nahm bei den behandelten Tieren
signifikant ab. Die Cleaved-Caspase3-Reaktion machte deutlich, dass sich die
immunhistiochemische Aktivitat ausschlie3lich in den sekundéaren Spermatozyten und
Spermatiden stattfand, und diese bei den Behandelten nur in den Spermatiden vorhanden
war. Die BCL2-Reaktion war bei den behandelten Tieren auf Grund der stark ausgepragten
morphologischen Veranderung nur bedingt auswertbar. In der Kontrolltiergruppe lief3 sich
aber eine starke Aktivitat in den Akrosomenkappen und runden Spermatiden feststellen.

Es fiel auf, dass nach der DEHP-Behandlung das Stadienpaar XI-XIl der Spermatogenese in
der Haufigkeit dominierte.

In der Methimazol-Studie wurde auch eine Abnahme im Querdurchmesser des
Hodenschnittes ersichtlich. Es zeigte sich eine deutlich geringe Auspragung der Sertoli-
Zellzahl bei den mit Methimazol behandelten Tieren. Bei Darstellungen mit Cleaved-
Caspased kam es nur bei den behandelten Tieren zu einer Reaktion. Eine
immunhistochemische Reaktion mit BCL2 konnte bei keiner der beiden Versuchtiergruppen
festgestellt werden.

Schlussfolgerungen:

1. Nach der DEHP-Behandlung wurde eine signifikante Abnahme der Sertoli-Zellzahl
beobachtet.

2. Die Methimazol-Behandlung fuhrte ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme der
Sertoli-Zellzahl.

3. Beiden mit DEHP behandelten Tieren war auf Grund des Keimepithels eine
Erkennung der Spermatogenese-Stadien nicht mdglich.

4. Der Apoptosemarker BCL2 ist fur die Untersuchung nach DEHP — bzw. nach
Methimazolbehandlung nicht geeignet.

5. Das Fehlen der Cleaved-Caspase3-Reaktion in den sekundéaren Spermatozyten nach
der DEHP-Behandlung weist wahrscheinlich auf eine Apoptose hin.
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7. Anhang

Anhang: | Infoblatt der Herstellerfirma fiir Cleaved Caspase-3

Cleaved Caspase-3 (Asp175) (5A1)
Rabbit mAb

CIsmall 100 pl
(10 Western mini-blots)
Large 300 ml

(30 Western mini-blots)

rev. 04/17/07

This product is for in vifro research use only and is not intended for use in humans or animals.
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W, IP, IHC-P, IHC-F, H,M,R 17, 19 kDa Rabbit*
IF-IC, F
- Background: Caspase-3 (CPP-32, Apoptain, Yama, SCA- b ol " :“ .n? "'
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partially or totally responsible for the proteolylic cleavage of % ®'@ r;"" P i w‘ag
many key proteins such as the nuclear enzyme poly (ADP- .y & " ) *" ‘A‘ 'Q; A
ribose) polymerase (PARP) (1). Activation of caspase-3 & " ¢ ‘(,:.: o Ty 0 WL = o
requires proteolytic processing of its inactive zymogen into - » K - )
activated p17 and p12 fragments. Cleavage of caspase-3 3208 “ ,15‘, ?\(‘_ 'Y
requires aspartic acid at the P1 position (2). m' g_“; - :.!.‘. ". . . ., &0:
Specificity/Sensitivity: Cleaved Caspase-3 (Asp175) 13 WS ik e &
(5A1) Rabbit mAb detects endogenous levels of the large b g" o - - rBe __’
fragment (17/19 kDa) of activaled caspase-3 resulting from = _"‘ 2 ' T -
cleavage adjacent to Asp175. This antibody does not recog- T e o=, o
" - - .

nize full length caspase-3 or other cleaved caspases.
Immunohistochemical staining of paraffin-embedded mouse
embryo, showing cytoplasmic localization in apoptotic celis,
using Cleaved Caspase-3 (Asp175) (5A1) Rabbit mAb,

Source/Purification: Monoclonal antibody is produced
by immunizing rabbits with a synthetic peptide (KLH-cou-
pled) corresponding to amino-terminal residues adjacent to
Asp175 of human caspase-3
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Flow cytomelric analysis of Jurkat cells, untreated (blue) or
eloposide-trealed (green), using Cleaved Caspase-3 (Aspi75)
(5A1) Rabbit mAb compared to a nonspecific negative control
antiboay (red).
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Background References:
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IMPORTANT: For Western blots, incubate membrane with diluted antibody in 5% w/v nonfat dry milk, 1X
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to detect this antibody
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Flow Cytometry 1:100

Companion Products:
Phatotope®-HRP Western Blot Detection System, Anti-
mouse 1gG, HRP-linked Antibody #7072

Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody #7074
Anti-mouse 19G, HRP-linked Antibody #7076

Prestained Protein Marker, Broad Range (Premixed Format)
#7720

Biotinylated Protein Ladder Detection Pack #7727
20X LumiGLO® Reagent and 20X Peroxide #7003
Cleaved Caspase-3 (Asp175) Blocking Peptide #1050

Cleaved PARP (Asp214) Antibody (Human Specific) (Fluo-
rescein Conjugate) #9547

FasL, TNF-

£} Death stimuli
- Al
s W os
e oo
ol P e
ERStress
3
(cl"l s
¥
¥ Bl ovee
v
ey R ; Conpares

R
| \

Lamin & PaRE

Applications Key:  W—Western
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Anhang: Il Infoblatt der Herstellerfirma fir BCL2

"Da ko Ce€

Monoclonal Mouse
Anti-Human

BCL2 Oncoprotein
Clone 124

Code MO3ET

ENGLISH

Intanoed uese Far in ¥iirs di3gnosc use.
Wonpcional Mouse Ant-Human BCL2 Oncoprotein, Clone 124, 1= intenged for uge In Immunohistochemistry. The antibody labels cels
expressing BCLE oncoprotein. Foslive resulls ad In the classMcation of follcular [ymphomas and varous difuse ymphoprolferative
diseases. The cinical Interpretation of any s2aining or Its abeance should be complemantad by morphological studies Using proper controls
and should be evaluated within the comtest of the patient’s clinical history and other dagnostic 1ests by 3 gualifizd pathoiogist

Summary and axplanation BCL2 oncoprotein |s & bocker of apoplodic cell death. Gene transfer sxpenments have shown Mat elevated levals of s protein can
protact 3 wide varisty of cals om CIverse Cell 02ain stmull ranging Trom growtn Tactor wEndrawa and cylosoxic Ympnoxnes o virus
Infectiam ard I:lhl.-*.—da'naglrg. anticancer ﬂ'LI]E and radiatian {2, 3). BCL2 MFI'D’.E"‘ reskdes on the nymplasmb side of the mitachandral
outer membrane, endoplasmic resicuam and nuclear envelope (2, 4), ard has & malecular mass of 26 K0 (2).
The BCL2 gene 15 Imvolved In the £{14;13) chromosomal fransiozation Sound in 35% of human folcular lymphomas and 20% of difuse B-
cell ymphomas 4. In ihis Tansacabon, he SCL2 gene at chromosome segment 13a21 15 juxiaposed with the Ig heavy chain locus at
14032, reguiing In derequiated expression of BCL2 ancoproteln (4).

Reagent provideo Wonocional mouse anfisody provided in liquid fom a5 cel cukure supesmatant dialysed against 0.05 molL TrsHCL pH 7.2, and contalning
15 mmoliL MaMs
Clome: 124 (1). Isotype: I9G1, kappa.
Lonse 19G concentraion: see label on vial.
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Specificity In Wesszm biotling of extracts of narmal human spleen [1, 5), 4/14:16-positive *ollcular mphama (1), and mylold levkaemic czil lines (5]
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The anibody labels the myeloid leukasmic cell Ines, HL-E0 (promyelocyiicl. KG1 (myelablasic), G- [monobiastic) and KE&2
[enythramyelald) (5).
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2 This product cantaing sodlum azice (Kals), 3 chamical Righly toxc I pure Torm, Ab product concentrations, though not classied as
nazardeus, sodiurmn azide may react with lead and copper plumibing to form Righly expiosive bulld-ups of metal azkes. Upon dispasal, fush
witn large volumes of water to pravent mezal azide bulid-up In plumbing.
3. A5 Wi any product derived from biologlcal sources. proper handling procedures should be used.
4. Wear appropriate Personal Protective SEguipment o avold contact with yes and skin.
5. Unused solutien should be disposed of actording 1o local, 22ate and Federal regulalans.

Storage Store at 2-6 °C. Do not use &%ter expiration date stampad on vial if reagents are stored under any conations other han those specifled,
ihe conddons must be vertlizd by the user. There are no obvious signs 0 Indicate Instablity of this product. Therefore, poslive and
negative controls should be run simultaneously with palient spedmens. If unexpected stalning (s cbserved which cannot be explained by
varalions In laboratory procedurss and 3 problem wif the antbody s suspected, contact Dako Technizal Sandces.

Specimen praparation Para'fin s=cfions: The antibody can be used for 1ab=ling para'in-emioedoed fissue sections flked In formalin or Souln's (5. Pra-reatment
of tissues with heat-inouced epitope retrieval |s reguined. For tissuss fixed In formallin, optimal results are oblained with 10 mmell Tris
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depending on specimen and praparation methad, ard should be detamined by each Individual laboratory. The recommended negative
contral |5 Dake Mouse 1951, code XD931, divted bo the same mouse IGE cencantration 36 e prmary antibacy. Uniess the siabillty of the
dlluted anticody and negatlve control has besn establishaed In the achual slaining procedurs, It Is recommended 1o diuve these reagents
Immediately befgre use, or glute In Dake Andbody Diluent, code 50509, Posltive and negatlve comtrols should b2 run simullaneously win
patient specimen.

Visualzation: Dako LEAB™=HRP Kit, code KIETE, and Dako Envision™+HRP kits, coges K2004 and HADDE are recommended.
For frozen s2ctlons and cel preparations, he Dako ARAAP ki, code KDSTO, 15 @ good atemative IT endogencus perwidase staining 15 3
conoern. Folow the procedurs enclosad with fne seleciad visuallzation kit

Aunomation: The antibogy s well sulbed for Immunoctochemical s2aining using automated pladorms, such a5 e Dako Autostainer,
Performancs charactariatics Celis labeled by the anfioody display 3 cyloplasmic stalning pattam,
Wormal desyes: The antibogy Iabels almost all peripheral bisod lvmphocyles. In lympnold tssus, small wmphocytes 0 Mie mantls zones
and T-cell areas are postive whersas very few c2lis In germingl centres are labeliedl. In the spisen, many cels In both T- and B-cell areas
and the rad pulp ae lsbellzd by the antibady. In the tymus, many cels In the meoulla are abelizd, while most celis In the coray show
waak or negalve staning (11
(104335-005) MOIGETEFG/ERM005.09.30 p. 104

Dako Denmark A/S | Produktionsvej 42 | DK-2600 Glostrup | Denmark | Tel +4544 850500 | Fax +4544 B5 2585 | CVR No. 33 21 1317

-67-



Danksagung

Fur die Betreuung und Beratung bei dieser Arbeit méchte ich mich bei meinem
Doktorvater Herrn Prof. Dr. Syed G. Haider bedanken.

Mein Dank gilt aul3erdem Frau Gabriele Berthold fir die Einarbeitung in histologische
und immunhistochemische Vorgédnge und Versuchsablaufe.

Nicht zu letzt bedanke ich mich bei Herrn Ralf Fassbender fir Beratung und
Unterstltzung nicht nur beim fotografieren und erstellen der Abbildungen.

-68 -



Lebenslauf

30.07.1984
Jan Hendrik Busch, geboren in Dortmund,
Sohn von Inge Dorothea Levin und Hans Jirgen Busch

01.08.1991 - 31.07.1995
Stadtische Reichshof-Grundschule, Dortmund

01.08.1995 - 31.07.2004
Immanuel-Kant-Gymnasium, Dortmund, Abitur 2004

WS 2004/05 Immatrikulation Medizin-Studium, Heinrich-Heine-Universitat, Disseldorf
04.04.2007 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung (Physikum)

SS 2007
Tutor in den Instituten fir Physiologie zur Betreuung des Praktikums Physiologie flr
Mediziner

01.08.2007 - 02.09.2007
Famulatur Orthop&die und Traumatologie Krankenhaus Bethanien, Dortmund
Leitung: Dr. J. Hagemeyer

03.09.2007 - 03.10.2007
Famulatur Radiologie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf,
Leitung Prof. Dr. G. Adam

25.02.2008 - 31.03.2008
Famulatur Orthopédie, Facharzt-Praxis flir Orthopéadie, Chirotherapie / Sportmedizin
in Dortmund Leitung: Dr. A. Hannover

SS 2008
Molekulare Onkologie in der Chirurgie, PD Dr. med. Nikolas Hendrik Stoecklein

01.08.2008 - 31.08.2008
Famulatur Unfall-, Hand- und Wiederherstellungschirurgie Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf, Leitung: Prof. Dr. J.M. Rueger

22.02.2010 - 21.01.2011 Praktisches Jahr:

- Nepean Clinical School, University of Sydney, Australien

- Mater Dei Hospital, University of Malta

- Ev. Krankenhaus BETHESDA zu Duisburg akademisches Lehrkrankenhaus
der Universitat Disseldorf

- Kantonsspital St. Gallen akademisches Lehrkrankenhaus der Universitat Bern

Abschluss des Studiums Humanmedizin mit 2. Staatsexamen Oktober 2011

01.12.2011
Anstellung als Assistenzarzt in der Orthopadie im Bethanien Krankenhaus Dortmund

Jan Hendrik Busch

- 69 -



Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere an Eides statt, dass die Dissertation selbststédndig und ohne
unzuldssige fremde Hilfe erstellt worden ist und die vorgelegte Dissertation nicht

von einer anderen Medizinischen Fakultat abgelehnt worden ist.

Dusseldorf, den 10.04.2012

Jan Hendrik Busch

-70 -



